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. I S A V i s r e p o r t e d t o i n f e c t n o t o n l y t h e A t l a n t i c s a l mo n b u t a l s o t h e f r e s h wa t e r b r o wn t r o u t S. t r u t t a 1 3 ) , s e a t r o u t S. t r u t t a 1 4 ) , c o h o s a l mo n
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5 ) a n d r a i n b o w t r o u t O. my k i s s 1 5 ) . Ho we v e r , n a t u r a l o u t b r e a k s o f I S A h a s b e e n l i mi t e d t o A t l a n t i c s a l mo n 1 6 ) . Da n n e v i g e t a l . 1 7 ) s u c c e e d e d i n t h e p r o p a g a t i o n o f I S A V u s i n g S HK -1 c e l l l i n e d e r i v e d f r o m t h e h e a d k i dn e y o f A t l a n t i c s a l mo n , a n d l a t e r i t wa s r e v e a l e d t h a t I S A V p r o p a g a t i o n wa s p o s s i b l e u s i n g A S K f r o m A t l a n t i c s a l mo n k i d n e y a n d s o me o t h e r s a l mo n i d c e l l l i n e s 1 8 ) . A S K c e l l l i n e i s wi d e l y u s e d f o r c u l t u r e i s o l a t i o n o f I S A V d u e t o t h e i n s t r u c t i o n f r o m t h e OI E r e f e r e n c e l a b o r a t o r y o f I S A 1 9 ) . Nu c l e o t i d e s e q u e n c e o f I S A V g e n o me s h a s b e e n a n a l y z e d a n d P CR p r i me r s h a v e b e e n d e v e l o p e d f o r d e t e c t i o n a n d i d e n t i f i c a t i o n o f I S A V 1 8 ) .
A l t h o u g h s a l mo n i d f i s h s p e c i e s s u s c e p t i b l e t o I S A V a r e c u l t u r e d i n J a p a n , o u t b r e a k s h a v e n o t b e e n r e p o r t e d a n d I S A V wa s n o t i s o l a t e d i n s u r v e i l l a n c e o f s a l mo n i d f i s h v i r u s e s u s i n g CHS E -2 1 4 a n d o t h e r s a l mo ni d f i s h c e l l l i n e s 2 0 , 2 1 )
. Ho we v e r CHSE -2 1 4 a n d o t h e r s a l mo n i d f i s h c e l l l i n e s h a v e l o w s e n s i t i v i t y t o I S A V . T h u s , i n t h e p r e s e n t s t u d y we c o n d u c t e d v i r u s i s o l a t i o n f r o m r e t u r n i n g a n d c u l t u r e d s a l mo n i d f i s h s p e c i e s f r o m 2 0 0 5 t o 2 0 0 7 i n J a p a n wi t h A SK a n d A SE c e l l l i n e s , ma i n l y t a r g e t i n g I S A V . n e r k a a n d i wa n a ( = c h a r ) S a l v e n i n u s p l u v i u s , we r e c ol l e c t e d i n 1 8 p r e f e c t u r e s f r o m 2 0 0 5 t o 2 0 0 7 ( F i g . 1 a n d T a b l e 1 ) . Ch u m, p i n k , s o c k e y e a n d ma s u s a l mo n we r e o b t a i n e d a t c a t c h i n g s t a t i o n s n e a r r i v e r mo u t h s l o c a t e d i n Ho k k a i d o , I wa t e , Y a ma g a t a , Ni i g a t a a n d T o y a ma P r e f e c t u r e s i n J a p a n , a n d r e a r e d i n p o n d s o f t h e i r r e s p e c t i v e h a t c h e r i e s u n t i l t h e y ma t u r e d . Ra i nb o w t r o u t , a ma g o s a l mo n , c o h o s a l mo n , y a ma me ( = l a n d -l o c k e d ma s u s a l mo n ) a n d i wa n a we r e o b t a i n e d a t a q u a c u l t u r e f a r ms i n Ho k k a i d o , I wa t e , Mi y a g i , Ak i t a , Y a ma g a t a , T o c h i g i , Gu n ma , I s h i k a wa , Y a ma n a s h i , Na g a n o , Gi f u , Sh i z u o k a , Ai c h i , Sh i g a , Ok a y a ma , T o k u s h i ma , Eh i me a n d Mi y a z a k i p r e f e c t u r e s , J a p a n ( F i g . 1 ) .
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V i r u s i s o l a t i o n
S i x t y s a mp l e s o f o v a r i a n f l u i d s we r e c o l l e c t e d f r o m e a c h f i s h a c c o r d i n g t o t h e me t h o d o f Y o s h i mi z u e t a l .
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. B r i e f l y , a s t e r i l i z e d p i p e t t e t i p wa s i n s e r t e d v i a t h e u r og e n i t a l o p e n i n g i n t o t h e o v a r y o f ma t u r e d f e ma l e s t o o b t a i n a p p r o x i ma t e l y 1 mL o f o v a r i a n f l u i d s . T h e o v ar i a n f l u i d s we r e i mme d i a t e l y mi x e d wi t h t h e s a me v o lu me o f a n t i b i o t i c s o l u t i o n ( a n t i -i n k : 1 , 0 0 0 I U/ mL p e n i c i ll i n G ( S i g ma ) , 1 . 0 mg / mL s t r e p t o my c i n ( S i g ma ) a n d 8 0 0 U/ mL my c o s t a t i n i n Ha n k s ' b a l a n c e d s a l t s o l u t i o n ) , a n d we r e t r a n s p o r t e d wi t h i c e t o t h e l a b o r a t o r y . A f t e r o v e rn i g h t i n c u b a t i o n a t 4°C, t h e o v a r i a n f l u i d s we r e i n o c u - s h P a t h o l o g y , 4 4 ( 4 ) , 1 8 2 -1 8 4 , 2 0 0 9 . 1 2 © 2 0 0 9 T h e J a p a n e s e S o c i e t y o f F i s h P a t h o l o g y
S u r v e i l l a n c e o f S a l mo n i d V i r u s e s E s p e c i a l l y T a r g e t i n g I n f e c t i o u s S a l mo n An e mi a V i r u s i n J a p a n
Hi s a e K a s a i * , S h u h e i I wa wa k i a n d Ma mo r u Y o s h i mi z u
F a c u l t y o f F i s h e r i e s S c i e n c e s , Ho k k a i d o Un i v e r s i t y , Ho k k a i d o 0 4 1 -8 6 1 1 , J a p a n
( Re c e i v e d J u n e 2 4 , 2 0 0 9 ) ABS T RACT -I n f e c t i o u s s a l mo n a n e mi a ( I S A ) i s a v i r u s d i s e a s e o f A t l a n t i c s a l mo n S a l mo s a l a r i n E u r o p e a n d t h e A me r i c a s , b u t i t h a s n o t b e e n i s o l a t e d i n F a r E a s t A s i a . 
t r e p t o my c i n ( S i g ma ) . T h e i n o c u l a t e d c e l l s we r e c u l t u r e d a t 1 5°C f o r t wo we e k s t o mo n i t o r a p p e a r a n c e o f c y t o p a t h i c e f f e c t ( CP E ) . A p o r t i o n o f c u l t u r e f l u i d s o f t h e i n o c ul a t e d c e l l s s h o wi n g CP E wa s s u b c u l t u r e d wi t h t h e s a me c e l l l i n e f o r a n o t h e r t wo we e k s t o c o n f i r m t h e r e s u l t s .
I d e n t i f i c a t i o n o f i s o l a t e d v i r u s e s T h e i s o l a t e d v i r u s e s we r e i d e n t i f i e d b y RT -PCR wi t h t h r e e p r i me r s e t s t a r g e t i n g I S A V g e n o me s e g me n t 8 , I HNV G g e n e o r I PNV NS/ VP 3 j u n c t i o n r e g i o n , r e s p e c t i v e l y . T h e f i r s t p r i me r s e t f o r I S A V wa s F A -3
( 5 -GA A GA G T C A GGA T GC C A A GA C G-3 ) a n d RA -3 ( 5 -GAA GT C GA T GAA CT G CA G CGA -3 ) 1 8 ) ;
t h e s e c o n d o n e f o r I HNV wa s I D3 ( 5 -GA T T GG A GA T T T T A T C A A C A -3 ) a n d I D4 ( 5 -CT C T GG A C A A GC T CT CC A A GG-3 ) 2 3 )
; a n d t h e t h i r d o n e f o r I P NV wa s P 1 ( 5 -A GA GA T C A C T GA CT T C A C A A G T GA C-3 ) a n d P 2 ( 5 -T GT GCA CCA CA G GAA A GA T GA CT C-3 ) 2 4 ) . T a r g e t r e g i o n o f t h e v i r a l g e n o me RNAs we r e t r a ns c r i b e d t o c DNA a t 4 2°C f o r 3 0 mi n a n d a mp l i f i e d b y 3 5 c y c l e s o f t h e f o l l o wi n g r e a c t i o n ; 9 5°C f o r 1 mi n , p r i me rs p e c i f i c t e mp e r a t u r e ( 5 9°C, 5 6°C a n d 5 0°C f o r I S A V , I HNV a n d I P NV , r e s p e c t i v e l y ) f o r 1 mi n a n d 7 2°C f o r 1 mi n . T h e a mp l i f i e d p r o d u c t s we r e a n a l y z e d b y 1 . 5 % a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s . F o r P CR n e g a t i v e i s ol a t e s , i n d i r e c t f l u o r e s c e n t a n t i b o d y t e s t ( I F A T ) wa s p e rf o r me d o n A S K c e l l s s h o wi n g CP E u s i n g p o l y c l o n a l a n t ib o d i e s a g a i n s t I HNV a n d I P NV . B r i e f l y , T h e c e l l s we r e e x p o s e d t o a n t i -I HNV a n d I P NV s e r a i n a mo i s t c h a mb e r , wa s h e d , a n d t h e n e x p o s e d t o a n t i -r a b b i t I g s wi n e I g c o n j u g a t e d wi t h 
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I n t h e p r e s e n t s u r v e i l l a n c e f r o m 2 0 0 5 t o 2 0 0 7 , n o v i r u s wa s i s o l a t e d f r o m c h u m s a l mo n ( n = 2 , 1 0 0 ) , c o h o s a l mo n ( n = 2 3 6 ) , p i n k s a l mo n ( n = 1 8 0 ) a n d s o c k e y e s a l mo n ( n = 1 1 5 ) ( T a b l e 1 ) . I n r a i n b o w t r o u t , v i r u s wa s i s o l a t e d f r o m 4 4 o u t o f 4 8 0 s a mp l e s ( 9 . 2 %) i n 2 0 0 5 , 4 4 o u t o f 5 5 6 s a mp l e s ( 7 . 9 %) i n 2 0 0 6 a n d n i n e o u t o f 5 3 7 s a mp l e s ( 1 . 7 %) , a n d a l l o f t h e m we r e i d e n t i f i e d a s I HNV b y RT -PCR o r I F A T . I n ma s u s a l mo n ( n = 5 7 1 ) a n d y a ma me ( n = 1 3 1 ) , n o v i r u s wa s i s o l a t e d i n 2 0 0 5 a n d 2 0 0 6 wh i l e I HNV f r o m o n e ma s u s a l mo n a n d f r o m t wo y a ma e a n d I P NV f r o m t h r e e y a ma me we r e i s o l a t e d i n 2 0 0 7 . Si x t e e n i s o l a t e s o f I HNV a n d f o u r i s o l a t e s o f I P NV we r e o b t a i n e d f r o m a ma g o s a l mo n b e t we e n 2 0 0 6 a n d 2 0 0 7 wh i l e s e v e n i s o l a t e s o f I P NV we r e o b t a i n e d f r o m c h a r i n 2 0 0 7 . I n t h e p r e s e n t s u r v e i l l a n c e , n o I S A V wa s i s o l a t e d f r o m e i g h t s a l mo n i d f i s h s p e c i e s ( n = 5 , 9 6 7 ) , wh i l e I HNV wa s i s o l a t e d i n 1 1 a n d I P NV i n n i n e p r e f e c t u r e s . De t e c t i o n r a t e o f I HNV a n d I P NV i n e a c h p r e f e c t u r e we r e 1 . 7 -5 0 % a n d 1 . 7 -6 . 7 %, r e s p e c t i v e l y . I n t h i s s t u d y we u s e d o v a r i a n f l u i d s f o r c u l t u r e i s o l at i o n o f I S A V b e c a u s e i t wa s v e r y c o n v e n i e n t t o c o l l e c t a l a r g e n u mb e r o f s a mp l e s , a n d i t i s k n o wn t h a t I S A V i s p r e s e n t i n o v a r i a n f l u i . F u r t h e r mo r e , i n o u r e x p e r i e n c e , s e n s i t i v i t y o f v i r u s i s o l at i o n f r o m o v a r i a n f l u i d s wa s a s g o o d a s t h a t f r o m f i s h t i ss u e s , a n d h i g h e r t h a n d i r e c t d e t e c t i o n b y P CR. I n o u r p r e v i o u s s u r v e i l l a n c e wi t h CHS E -2 1 4 a n d o t h e r s a l mo ni d f i s h c e l l l i n e s , n o I S A V wa s i s o l a t e d i n J a p a n . T h i s wa s c o n f i r me d i n t h e p r e s e n t s t u d y wi t h A S K a n d A S E c e l l l i n e s wh i c h a r e mo r e s e n s i t i v e t o I S A V t h a n CHS E -2 1 4 c e l l l i n e 2 6 ) . T h e r e f o r e , we wo u l d s t r o n g l y s p e c ul a t e t h a t J a p a n e s e e n v i r o n me n t f o r s a l mo n i d f i s h e s i s s t i l l I S A V -f r e e . , d e mo n s t r a t i n g t h a t I S A V , b e i n g e n v e l o p e d , i s e a s i l y i n a c t i v a t e d b y i o d i n e . J a p a n h a s i mp o r t e d e y e d e g g s o f A t l a n t i c s a l mo n a n d o t h e r s a l mo n i d f i s h e s , b u t wh i c h h a s b e e n a l l d i s i n f e c t e d wi t h i o d i n e s i n c e 1 9 9 0 . I t i s c o n s i d e r e d t h a t t h e c o u n t e r me a s u r e f o r g e n e r a l p r ev e n t i o n o f f i s h v i r u s e s i s u s e f u l a n d i mp o r t a n t t o ma i nt a i n I S A V -f r e e e n v i r o n me n t i n J a p a n .
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